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甬 过 稳定 B-catenin-E-cadherin 复合 体 抑制 骨 


摘要 :目的 探讨 p53 凋 亡 刺激 蛋白 2(ASPP2) 对 骨肉 瘤 细胞 转移 的 影响 及 其 机 制 。 方 法 Q-PCR 检测 骨肉 瘤 组 织 和 细胞 中 
ASPP2 mRNA 的 表达 ;western blot 检 测 骨 肉瘤 细胞 中 ASPP2 和 蛋白 表达 ;transwell 检 测 细胞 转移 能 力 ;co- 卫 实验 检测 B-catenin 
和 了 E-cadherin 相互 作用 水 平 ;免疫 荧光 检测 B-catenin 在 细胞 核 中 表达 水 平 。 结 果 8 例 手 术 标本 Q-PCR 检 测 发 现 ,骨肉 瘤 组 织 
ASPP2 mRNA 的 表达 较 癌 旁 组 织 明显 降低 ;4 株 骨 肉瘤 细胞 系 中 (OS187、SAOS2、.HOS 和 MG63)ASPP2 mRNA 和 和 蛋白 的 表达 
较 正常 成 骨 细 胞 明显 减少 。 过 表达 ASPP2 和 蛋白 的 SAOS2 其 转移 能 力 明 显 减 弱 , 同 时 B-catenin 和 E-cadherin 相互 作用 水 平 增 
加 ,而 B-catenin 核 转 位 减少 。 结 论 ASPP2 可 以 减少 骨肉 瘤 细 胞 SAOS2 的 转移 ,其 机 制 可 能 的 通过 稳定 B-catenin-E-cadherin 复 
合体 ,抑制 B-catenin 核 转 位 。 

关键 词 :p53 凋 亡 刺激 和 蛋白 2; 骨 肉瘤 转移 ;B-catenin-E-cadherin 复合 体 ;B-catenin 核 转 位 


ASPP2 inhibits osteosarcoma cells metastasis by stabilizing the B-catenin-E-cadherin 
complex 
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Abstract: Objective To explore the effect and mechanism of apoptosis stimulating protein2 of p53 (ASPP2) in osteosarcoma 
cells metastasis. Methods Quantitative-Polymerase Chain Reaction (Q-PCR) was performed to determine ASPP2 mRNA in 
eight samples of osteosarcoma tissue and four cell lines of osteosarcoma. The levels of ASPP2 protein were detected by western 
blot. The metastasis ability of SAOS2 cells that overexpressed ASPP2 were estimated by Transwell experiment. The Levels of 
interaction of B-catenin and E-cadherin were analyze by co-IP Immunofluorescence was used to detect the expression of 
ASPP2 protein in the nuclear of osteosarcoma cells. Results The ASPP2 mRNA levels in eight osteosarcoma tissue samples 
were decreased significantly than that in normal bone tissue. Compared with normal human osteoblast cells HOSB, the levels 
of BRMS1 mRNA and protein obviously decreased in osteosarcoma cell lines OS187 .SAOS2. HOS and MG63. The metastasis 
ability, B-catenin-E-cadherin complex and B-catenin nuclear-translocation of SAOS2 cells was significantly inhibited after 
ASPP2 overexpression. Conclusion BRMS1 can inhibit SAOS2 cells metastasis and the mechanism may involve with 
stabilizing the B-catenin-E-cadherin complex, and suppress B-catenin nuclear-translocation 

Keywords: apoptosis stimulating Protein2 of p53; osteosarcoma cells metastasis; B-catenin-E-cadherin complex; B-catenin 
nuclear-translocation 


骨肉 瘤 是 易 发 生 于 长 骨干 册 端 的 原 发 性 恶性 肿 
瘤 。 由 于 骨肉 瘤 细 胞 生长 迅速 及 易 侵 袭 ,即使 骨肉 瘤 的 


ASPP2 在 骨肉 瘤 中 表达 和 骨肉 瘤 转移 的 研究 。 本 研究 
主要 观察 ASPP2 表达 与 骨肉 瘤 细 胞 转移 的 关系 ,为 探 


规范 化 治疗 通常 采用 手术 前 化 疗 、 手术 和 术 后 定期 化 
疗 , 即 新 辅助 化 疗 加 手术 的 综合 治疗 模式 ,治疗 也 强调 
多 学 科 协 作 , 但 多 数 病 人 最 终 Mi tk 多 "1 p53 
凋 亡 刺激 和 蛋白 2LASPP2) 是 p53 凋 亡 刺激 集 日 家 族 的 主 
要 成 员 之 一 ,参与 细胞 生长 . 凋 亡 以 .损伤 应 激 和 细胞 迁 
移 等 一 系列 生理 病理 反应 六 。 研 究 表明 ,ASPP2 可 以 
稳定 B-catenin-E-cadherin 复合 体 ,抑制 B-catenin 核 转 
位 ,从 而 抑制 肿瘤 细胞 的 转移 目前 国内 外 尚 无 有 关 
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讨 ASPP2 在 骨肉 瘤 转移 中 的 作用 。 


1 资料 与 方法 
1.1 一 般 资料 

收集 8 例 发 生 转 移 的 骨肉 瘤 男 性 病人 的 手术 标 
本 。 正 常 成 骨 细 胞 及 骨肉 瘤 细 胞 0S187、SAOS2、 
HOS、 和 MG63 由 南方 医院 骨科 实验 室 赠 予 。SYBR 
Green Real-time PCR Master Mix 和 Trizol (TaKaRa, 
大 连 ) , 抗 人 ASPP2 单 克隆 鼠 抗 (Abcam, 美国 ) ， 
B-catenin 和 E-cadherin 免 多 克隆 抗体 (CST, 美国 ) ,人 
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B-actin 鼠 单 克隆 抗体 (Santa Cruz, 美国 ) ,过 表达 
ASPP2 质粒 由 上 海 吉 玛 生物 公司 合成 ,Lipofectamine@ 
2000(life ,美国 )。 
1.2 人 骨肉 瘤 手术 标本 收集 和 处 理 

收集 人 骨肉 瘤 组 织 及 瘤 旁 5 cm 正常 骨 组 织 ,新 鲜 
组 织 用 液 氮 预 冷 后 的 研磨 碗 研磨 成 粉 未 状 , 加 入 适量 
Trizol 研 磨 后 ,-80 %C 保 持 。 
1.3 质粒 转 染 

由 上 海 吉 玛 公司 合成 质粒 。 将 SAOS2 细胞 悬 液 
(细胞 数 约 为 2x103) 接 种 于 24 孔 板 中 ,5%CO;37 %C 培 
养 箱 培养 ,等 细胞 融合 度 达 到 80% 左 右 后 , 按 Lipo- 
fectamine@ 2000 方 法 转 染 过 表达 ASPP2 及 对 照 组 的 
质粒 。 转 染 质 粒 72 h 后 荧光 显微镜 下 观察 细胞 荧光 
率 。 终 浓度 为 0.2 hg/mL 味 吟 霉 素 筛选 稳定 表达 
ASPP2 细 胞 ,收集 部 分 细胞 western blot 检 测 ASPP2 和 蛋 
白 表 达 情 况 。 
1.4 Q-PCR 检测 ASPP2 mRNA 的 含量 

Trizol 方 法 提 人 骨肉 瘤 组 织 或 6 孔 板 中 RNA, 用 
TAKARA 反 转录 试剂 盒 及 说 明 逆 转 成 cDNA。 生 成 的 
cDNA 取 2 眶 ,与 10 pL 2xSYBR 混 合 ,再 加 入 6 4 水 
和 上 、 下 游 引物 各 1 nL(ASPP2 引 物 : 上 游 ,5-TATCTA- 
ATCCTTACCGAAACC-3; 下游 ,5-AACTAATACTC- 
GGACTCCC-3。 b-actin 引物 : 上游, 5-GTGGGCC- 
GCTCTAGGCACCAA-3; 下 游 , 5-CTCTTTGATGT- 
CACGCACGATTTC-3) , 混 匀 为 20 眶 反应 体系 ,反应 
条 件 为 95 % 5 min;95 %C 15 s,60 % 60 s,40 个 循环 。 
ASPP2 的 表达 水 平 用 CT 值 (荧光 信和 号 达到 设 定 国 值 所 
经 的 循环 数 ) 表 示 , 内 参 为 GAPDH。 
1.5 Western blot 检 测 ASPP2 蛋 白水 平 

60 mm 轩 收 集 细胞 ,提取 蛋白。5% 浓 缩 胶 80 V 衡 
压 30 min,10% 分 离 胶 恒 压 110 V,40 min, 湿 转 120 mA 
恒 流 50 min,37 % 摇 床 5%BSA 封 闭 2 h, 转 印 后 加 入 一 
抗 :ASPP2 和 B-actin 4 CC 过 夜 。TBST 洗 膜 5 minx3 次 ， 
山羊 抗 免 或 山羊 抗 鼠 近 红外 二 抗 1:15000, 常 温 避 光 摇 
床 孵 育 1.5 h, 避 光 TBST 洗 膜 15 minx4 次 。Odyssey 
V3.0 扫 描 仪 扫描 膜 。 重 复 3 次 。 
1.6 Transwell 实验 

稳定 表达 ASPP2 及 resume 细 胞 消化 后 用 无 血清 培 
养 基 DMEM 人 制 成 细胞 悬 液 ,调整 细胞 密度 为 Sx10ymL。 
吸取 200 uL 细 胞 悬 液 加 入 Transwell 小 室 上 室 , 下 室 加 
入 含 10% 血 清 的 DMEM 600 hL。12 h 后 取出 小 室 ,去 
除 培养 基 ,4% 多 聚 甲醛 固定 10 min 后 ,结晶 紫 染 色 2 h， 
显微镜 下 拍照 。 
1.7 免疫 荧光 实验 

将 细胞 种 于 confocal 三 中 ,12h 后 收集 细胞 ,4% 多 
聚 甲 醛 固 定 10 min,PBS 洗 3 minx3 次 。1%o 曲 拉 通通 
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透 细胞 膜 及 核 膜 ,B-catenin 一 抗 1:50 4 孵育 过 夜 。 
PBS 洗 3 minx3 次 ,594 红 色 殉 光 二 抗 常温 1 h,DAPI 5 
min ,封闭 拍照 。 
1.8 Co-IP 实 验 

提取 和 蛋白 后 ,b-catenin 抗体 磁 珠 混合 体 4 % 孵 育 4h 
后 , 洗 3 次 ,加 入 适量 2xloading buffer,100 CC 水 浴 
10 min , Western blot 检 测 B-catenin 和 E-cadherin。 
1.9 统计 学 分 析 

应 用 SPSS 13.0 统 计 学 软件 ,采用 单 因素 方差 分 析 
法 ,首先 利用 Levene 方 法 进行 方差 齐 性 检验 ,确定 方差 
齐 性 日 整体 比较 组 间 差 异 有 统计 学 意义 后 进一步 作 多 
重 比较 ,多 重 比较 采用 LSD 法 ,以 P<0.05 为 差异 有 统计 


MA -ar ANY 
学 意义 。 


2 结果 
2.1 骨肉 瘤 组 织 及 细胞 中 ASPP2 表 达 的 水 平 

本 研究 收集 了 8 例 骨 肉瘤 病人 及 瘤 旁 骨 组 织 标本 ， 
用 Q-PCR 法 检测 了 ASPP2 mRNA 水 平 。 结 果 显 示 , 骨 
肉瘤 组 织 (T) 中 ASPP2 mRNA 较 癌 旁 骨 组 织 (N) 明 显 
减少 。 进 一 步 对 比 了 正常 成 骨 细 胞 和 骨肉 瘤 细 胞 
(OS187.SAOS2.HOS 和 MG63) 中 ASPP2 mRNA 和 和 蛋 
白 的 表达 差异 ,结果 显示 骨肉 瘤 细 胞 中 的 ASPP2 
mRNA 和 和 蛋白 较 正常 成 骨 细胞 中 的 明显 减少 (图 1)。 
2.2 过 表达 ASPP2 抑制 HOS 细胞 侵袭 

ASPP2 是 作为 一 个 抑 癌 基 因 ,其 在 骨肉 瘤 组 织 和 
细胞 中 表达 明显 减少 。 我 们 在 低 表 达 ASPP2 的 骨肉 瘤 
细胞 SAOS2 中 过 表达 ASPP2 (图 2A) ,侵袭 实验 结果 
明 ,过 表达 ASPP2 后 SAOS2 侵袭 能 力 受 到 明显 抑制 
(图 2B )。 
2.3 ASPP2 抑制 B-cantein 核 转 位 

E-cadherin 可 以 和 有 -cantein 形成 复合 体 ,抑制 
B-cantein 核 转 位 。 我 们 运用 CO- 耻 实验 检测 了 过 表达 
ASPP2 的 SAOS2 细 胞 中 E-cadherin 和 B-cantein 相互 作 
用 情况 ,结果 显示 过 表达 ASPP2 后 ,E-cadherin 和 
b-cantein 相互 作用 明显 增多 (图 3A)。 同 时 观察 到 ,过 
表达 ASPP2 的 SAOS2 细 胞 中 ,B-cantein 核 转 位 受到 抑 
制 (图 3B)。 


3 讨论 

p53 凋 亡 刺激 蛋白 家 族 包 括 :ASPPI、ASPP2 和 
iASPP。 因 其 能 够 与 p53 和 蛋白 结合 ,调控 p53 促进 凋 亡 
基因 转录 的 能 力 ,调节 肿瘤 细胞 凋 亡 而 得 名 2 。 
ASPP2 是 ASPP 家 族 中 最 具 特 色 的 促 凋 亡 蛋 白 ”。 在 人 
脑 胶 质 瘤 .肺癌 .乳腺 癌 胃 瘤 等 常见 肿瘤 中 ,ASPP2 的 
表达 都 明显 下 降 *”。 临 床 研究 也 表明 ,ASPP2 的 表达 
水 平 也 肿瘤 患者 的 生存 率 也 有 一 定 的 关联 ,高 表达 
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图 1 骨肉 瘤 组 织 及 细胞 中 ASPP2 表 达 的 水 平 


4: Q-PCR 骨 肉瘤 组 织 中 ASPP2 mRNA 表达 水 平 ; 


B: 细胞 中 ASPP2 mRNA 表达 水 平 ; 


C:Western blot 


检测 骨肉 瘤 细 胞 中 ASPP2 和 蛋白 表达 水 平 .*P<0.05 vs N; *P<0.05 vs HOSB. 
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2 过 表达 ASPP2 对 HOS 细 胞 侵袭 的 影响 
A: Western blot 检 测 SAOS2 细 胞 中 ASPP2 表达; B:Transwell 实验 检测 
SAOS2 细 胞 侵 秦 能 力 的 变化 . *P<0.05 vs vector-NC. 


信 数 x60) 
A:CO-IP 实 验 检测 了 E-cadherin 和 B-cantein 相 互 作用 情况 ; B: 免疫 荧光 
检测 B-cantein 核 转 位 , B-cantein 红 色 奖 光 , DAPI 蓝 色 菊 光 . 
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ASPP2 的 患者 预后 较 低 表达 的 好 "”"。 本 研究 结果 显示 ， 
骨肉 瘤 组 织 中 ASSP2 mRNA 的 表达 较 癌 旁 骨 组 织 明 显 
降低 ,并 且 骨 肉瘤 细胞 系 中 ASSP2 mRNA 和 和 蛋白 表达 
也 较 正 常 成 骨 细胞 明显 减少 。 可 见 ,ASSP2 表 达 下 降 可 
能 是 影响 骨肉 瘤 发 生发 展 的 一 个 重要 因素 。 

大 部 分 骨肉 瘤 患 者 预后 不 好 的 一 个 重要 因素 是 发 
生 了 转移 "。Mak 等 ”发 现在 绒毛 膜 癌 中 抑制 ASSP2 
表达 ,可 以 促进 其 发 生 转移 。 可 见 ,ASPP2 不 仅 参 与 调 
控 细 胞 的 凋 亡 ,也 对 肿瘤 细胞 的 转移 有 抑制 作用 。 我 们 
在 低 表 达 ASPP2 的 高 转移 性 骨肉 瘤 细 胞 SAOS2 过 表 
达 ASPP2, 发 现 其 转移 能 力 明 显 减 弱 。 由 此 提示 ， 
ASPP2 对 骨肉 细胞 的 转移 有 一 定 抑制 作用 。 那 么 ,AS- 
SP2 是 如 何 发 挥 抑制 肿瘤 转移 的 作用 的 ?新 近 的 研究 也 
发 现在 乳腺 癌 细 胞 中 ASPP2 可 以 稳定 B-catenin-E-cad- 
herin 形成 复合 体 , 从 而 减少 乳腺 癌 细 胞 的 转移 。 
E-cadherin 和 B-catenin 形 成 复合 体 组 成 了 细胞 间 的 烙 
附 的 主要 蛋白 结构 ,可 以 增加 细胞 间 的 连接 而 减少 肿瘤 
细胞 的 转移 、 汪 ; 男 一 方面 ,E-cadherin 和 B-catenin 形 成 
复合 体 可 以 稳定 B-catenin ,减少 B-catenin 核 转 位 促进 肿 
瘤 转移 的 作用 "7 。, 因 此 ,我 们 进一步 检测 了 ASPP2 对 
B-catenin-E-cadherin 复合 体 的 影响 ,发 现 过 表达 ASPP2 
后 ,骨肉 瘤 细 胞 SAOS2 中 B-catenin-E-cadherin 结 合 增 
多 ,并 且 核 蛋白 中 B-catenin 和 蛋白 表达 减少 。 由 此 可 见 ， 
ASPP2 也 可 以 稳定 骨肉 瘤 细胞 中 B-catenin-E-cadherin 
复合 体 ,从 而 减少 B-catenin 核 转 位 。 

综 上 所 述 , 骨 肉瘤 中 ASPP2 低 表 达 与 骨肉 瘤 细 胞 
高 转移 能 力 有 关 , 其 可 能 的 机 制 是 ASPP2 低 表 达 后 减 
少 对 B-catenin-E-cadherin 复 合体 的 稳定 作用 ,B-catenin 
核 转 位 后 促进 了 骨肉 瘤 细胞 的 转移 。 
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